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ABSTRAKT 
Bakterie rodu Lactobacillus jsou součástí střevní mikroflóry, jejíž složení ovlivňuje zdravotní 
stav hostitele. Vzhledem k tomu, že u některých druhů Lactobacillus byly prokázány klinické 
účinky (např. posílení imunitního systému, prevence průjmových onemocnění a další), jsou 
laktobacily často používány k přípravě fermentovaných mléčných výrobků a jsou součástí 
potravinových doplňků pro své probiotické účinky. 
Bakterie rodu Lactobacillus a bakterie různých druhů Lactobacillus můžeme identifikovat 
metodami PCR, které jsou založeny na amplifikaci specifických fragmentů DNA. Celková 
bakteriální DNA Lactobacillus rhamnosus byla izolovaná metodou fenolové extrakce. 
Rodově specifickou PCR byla ve vzorcích prokázána přítomnost bakterií rodu Lactobacillus; 
druhově specifickou PCR byla prokázána přítomnost bakterií druhu Lactobacillus rhamnosus. 
ABSTRACT 
Germs of the Lactobacillus genus form part of the micro flora, the composition of which 
exercises the influence on the state of health of its host. In view of the fact that at some types 
of Lactobacillus there were proved clinical effects (e. g. strengthening of the immune system, 
prevention of diarrheic illnesses and so on), the Lactobacilli have been often used for making 
fermented dairy products and they form part of food additives because of their probiotic 
effect. 
Germs of the Lactobacillus genus and germs of different types of  Lactobacillus can be 
identified by means of PCR based on amplifying specific DNA fragments. The complete 
bacillary DNA Lactobacillus rhamnosus was separated by the phenolic extraction method. 
The presence of germs of the Lactobacillus genus was proved by the generic-specific PCR 
method; the presence of Lactobacillus rhamnosus germs was proved by the species-specific 
PCR method. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
bakterie mléčného kvašení, probiotika, rod Lactobacillus, rodově specifická PCR, druhově 
specifická PCR 
KEYWORDS 
lactic acid bacteria, probiotics, genus Lactobacillus, genus-specific PCR, species-specific 
PCR 
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1 ÚVOD 
Laktobacily jsou bakterie, které se vyskytují v místech bohatých na sacharidy. Jsou běžně 
přítomné v různých prostředích a obvykle nejsou patogenní. Například u lidí jsou součástí 
mikroflóry v trávicí soustavě. Mnoho druhů laktobacilů se také účastní rozkladu zbytků 
rostlinných těl v přírodě. Hojně se laktobacily používají při výrobě jogurtů, sýrů, kysaného 
zelí, nakládaných okurek a dalších typů fermentovaných potravin. 
V posledních desetiletích je velká pozornost věnována pozitivním účinkům mikroorganismů 
na zdraví člověka. Některé prospěšné vlastnosti mikroorganismů, především ty, které jsou 
výhodné v potravinářském průmyslu, jsou známy již tisíce let. V současnosti je ale využití 
mikroorganismů mnohem širší. V popředí zájmu jsou probiotické mikroorganismy. Bakterie 
mléčného kvašení (BMK), zejména některé druhy rodu Lactobacillus a některé druhy rodu 
Bifidobacterium, jsou všeobecně známy jako probiotika, tj. bakterie příznivě ovlivňující 
zdraví hostitele. Probiotické BMK mají mnohé potencionální terapeutické vlastnosti, včetně 
protizánětlivé a antirakovinné aktivity a jiné zdraví prospěšné účinky. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Bakterie mléčného kvašení 
Termínem bakterie mléčného kvašení se neoznačuje fylogenetická skupina bakterií, ale pouze 
skupina bakterií, které mají podobné metabolické vlastnosti [9]. Mezi rody bakterií mléčného 
kvašení zahrnujeme  Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, 
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus, 
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. K této skupině jsou často řazeny i 
rody Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia a to na základě podobných 
biochemických a fyziologických vlastností, ačkoliv fylogeneticky patří do kmene Actinobacteria 
[10]. 
Bakterie mléčného kvašení jsou bakterie, které enzymaticky přeměňují sacharidy na kyselinu 
mléčnou (a současně další produkty jako je kyselina máselná, kyselina octová, ethanol, oxid 
uhličitý aj.). Vyskytují se nejen v produktech potravinářského průmyslu, jako jsou mléko a 
mléčné výrobky, maso, pivo, víno, kysané zelí, siláž, kynuté těsto, ale i volně v přírodě (např. 
ovoce, odpadní vody) [6]. Z potravinářského hlediska má tato skupina nezanedbatelný 
význam. Bakterie rodu Lactobacillus byly využívány člověkem pro přípravu některých 
fermentovaných potravin již odnepaměti, a proto jsou dnes všeobecně považovány za 
bezpečné a mají status GRAS (generally recognized as safe) [9].  
 
2.1.1 Rozdělení bakterií mléčného kvašení rodu Lactobacillus 
Vzhledem k tomu, že cílem bakalařské práce byla identifikace bakterií rodu Lactobacillus je 
hlavní pozornost zaměřena na uvedený rod. Rod Lactobacillus patří fylogeneticky do domény 
Bacteria kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu Lactobacillales a čeledi Lactobacillaceae. 
Bakterie rodu Lactobacillus jsou gram-pozitivní tyčky někdy kokotyčky tvořící řetízky, někdy 
palisády (Obr. 1). Jsou nesporulující, zřídka pohyblivé, kataláza negativní, fakultativně 
anaerobní či mikroaerofilní a někteří zástupci vyžadují při izolaci anaerobní podmínky. 
Rostou na bohatých komplexních médiích, přičemž 5% CO2  podporuje jejich růst [12].  
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Obr. 1: Morfologie buněk 2 druhů bakterií rodu Lactobacillus [14]. 
  
Lactobacillus acidophilus NCFM      Lactobacillus gasseri ATCC 33323 
 
Na taxonomii rodu Lactobacillus lze pohlížet z různých hledisek. Rod Lactobacillus můžeme 
rozdělit do tří skupin podle produktů fermentace [12]:  
obligátně homofermentativní 
obligátně heterofermentativní 
fakultativně heterofermentativní 
U obligátně homofermentativních bakterií dochází k přeměně sacharidů (hexos) téměř 
výlučně na kyselinu mléčnou (>90%). 
U obligátně heterofermentativních bakterií je produktem kyselina mléčná (>50%), ale také 
kyselina octová, oxid uhličitý a za určitých okolností i ethanol. 
Fakultativně heterofermentativní bakterie fermentují hexosu na kyselinu mléčnou jako 
homofermentativní bakterie, ale při nedostatku hexóz fermentují další sacharidy za vzniku 
kyseliny mléčné, ale i kyseliny octové, oxidu uhličitého a ethanolu [1]. 
Hlavním produktem fermentace cukrů je kyselina mléčná. Laktobacily jsou schopné adaptace 
na různé podmínky a podle toho také mění svůj metabolizmus, což může vést k významným 
rozdílům ve složení konečných produktů fermentace[10]. 
Vývoj a aplikace pokročilých molekulárně-biologických technik přinesl nový pohled na 
taxonomii rodu Lactobacillus, který je považován za nejvíce heterogenní mezi bakteriemi 
mléčného kvašení, s obsahem G+C v rozmezí 33-55% [8]. V posledních letech stoupá počet 
popsaných druhů rodu Lactobacillus – v roce 2003 to bylo 88 druhů a 15 poddruhů, v roce 
2005 již 125 druhů a 27 poddruhů [13]. 
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2.2 Probiotické druhy rodu Lactobacillus 
V rodu Lactobacillus bylo popsáno více než 125 druhů, ale jen některé z nich jsou 
považovány za probiotické.  Mezi probiotika jsou v současné době řazeny zejména tyto druhy 
rodu Lactobacillus: 
• Lactobacillus acidophilus 
• Lactobacillus brevis 
• Lactobacillus casei 
• Lactobacillus johnsoni 
• Lactobacillus lactis 
• Lactobacillus paracasei 
• Lactobacillus plantarum 
• Lactobacillus reuteri 
• Lactobacillus rhamnosus 
• Lactobacillus salivarius 
Z vyjmenovaných laktobacilů jsou pro komerční využití nejdůležitější jen některé kmeny 
[16]. Tyto kmeny jsou shrnuty v Tabulce 1. 
2.2.1 Probiotické účinky 
Označení „probiotický“ pochází z řečtiny, volně přeloženo „pro život“ a je protikladem 
označení antibiotický [1]. Probiotika se původně definovaly jako živé nepatogenní 
mikroorganismy, které po osídlení trávicího traktu působí prospěšně na zdraví hostitele. 
Současná definice je širší: Probiotika jsou látky nebo produkty obsahující v dostatečném 
množství životaschopné mikroorganismy, které po implantaci nebo kolonizaci změní 
mikroflóru v určitém anatomickém místě hostitele, což se projevuje zdravotně prospěšnými 
účinky. Probiotické působení probiotických mikroorganismů není omezeno jen na trávicí 
trakt [22]. 
Probiotika se vyznačují celou řadou zdraví prospěšných vlastností. Mohou chránit hostitelský 
organismus před patogenními bakteriemi, také mohou působit proti vzniku rakoviny. Zmírňují 
průběh řady průjmových onemocnění a zácpy. Používají se také jako prevence těchto 
onemocnění [19]. Kromě toho probiotika produkují látky prospěšné pro hostitele jako 
thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, folacin nebo vitamín B12 [18]. 
Když se působení probiotik váže na oblast zažívacího traktu, zejména tlustého střeva, musí 
být neporušené bakterie transportovány na místo určení [23]. Je rovněž nutné, aby měly dobré 
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technologické vlastnosti, aby mohly být použity pro výrobu a pro začlenění do 
potravinářských výrobků bez ztráty životaschopnosti a funkčnosti. Nesmí vytvářet nepříjemné 
příchutě nebo texturu [21]. Podávají se zásadně v živém stavu. Příprava výrobků s 
probiotickými vlastnostmi musí probíhat takovým způsobem, aby nedošlo k zániku 
životaschopnosti kultur a aby množství mikroorganismů bylo dostatečné [23]. Je 
pravděpodobné, že způsob účinku probiotických kmenů je multifaktoriální. 
Výběr probiotických mikroorganismů probíhá podle stanovených kritérií. Posuzuje se jejich 
bezpečnost společně s fyziologickými a technologickými aspekty. Žádanými vlastnostmi 
probiotických kmenů jsou [25]: 
 
• lidský původ;  
• stabilita ve žluči a kyselém prostředí; 
• adheze na buňky lidského zažívacího systému a schopnost jeho kolonizace; 
• produkce antimikrobiálních látek; 
• antagonismus k patogenním mikroorganismům; 
• bezpečnost; 
• klinicky potvrzený a zdokumentovaný vliv na zdraví; 
• dobré technologické vlastnosti (odolnost a stabilita během skladování a zpracování 
výrobku). 
 
Nejdůležitější komerčně používané kmeny bakterií s probiotickým účinkem [16] jsou 
uvedeny v Tabulce 1. 
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Tabulka1. Nejdůležitější komerčně používané kmeny bakterií s probiotickým účinkem[16] 
Kmen Výrobce 
L. acidophilus NCFM Rhodia Inc. 
L. acidophilus DDS-1 Nebraska Cultures 
L. acidophilus SBT-2062 Snow Brand Milk Products 
L. acidophilus LA-1/LA-5 Chr. Hansen 
L. casei Shirota Yakult 
L. casei Immunitas Danone 
L. fermentum RC-14 Urex Biotech 
L. johnsonii La1/Lj1 Nestlé 
L. paracasei CRL 431 Chr. Hansen 
L. plantarum Probi AB 
L. renteri SD 2112/MM2 Biogaia 
L. rhamnosus GG Valio 
L. rhamnosus GR-1 Urex Biotech 
L. rhamnosus 271 Probi AB 
L. rhamnosus LB 21 Essum AB 
L. salivarius UCC 118 Univesity College Cork 
L. lactis L 1A Essum AB 
 
2.2.2 Probiotika v potravinách 
Probiotické mléčné výrobky zaznamenaly v posledních letech v mlékárenství značný 
rozmach. Nejvýznamnější probiotickou potravinou je spolu s acidofilním mlékem jogurt. 
Jogurt je mléčný výrobek, který se vyrábí působením BMK v mléce po dobu 4-8 hodin při 
teplotě asi 40°C [17]. Při výrobě jogurtů nebo jogurtových nápojů se využívají bakterie druhu 
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, které 
mají symbiotický vztah a spolu se vyznačují rychlou tvorbou kyseliny mléčné. Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus vzhledem ke své vysoké proteolytické aktivitě stimuluje růst 
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, který má jen malou schopnost hydrolyzovat 
bílkoviny. Streptococcus salivarius ssp. thermophilus tvorbou kyseliny mravenčí naopak 
stimuluje metabolismus Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus [1]. 
Mezi potraviny s nezanedbatelným obsahem probiotických kultur patří dále vysokodohřívané 
tvrdé sýry, mléčným kysáním konzervovaná zelenina (kysané zelí, rychlokvašené okurky) a 
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ušlechtilé suché salámy. Naopak méně výhodné z hlediska obsahu probiotických kultur jsou 
termizované dezerty a tavené sýry. Je nutné, aby potravina obsahovala dostatečné množství 
probiotických kultur. Některé potraviny obsahují minimální, zákonem stanovený počet 
probiotik, jiné jich obsahují několikanásobně více. Takové potraviny mívají obvykle kratší 
dobu trvanlivosti a je potřeba uchovávat je v chladu [24]. V probiotických produktech, např. v 
jogurtech nebo v acidofilním mléce, mají být k datu trvanlivosti anebo při dřívější spotřebě 
přítomné v koncentraci více jak 106 KTJ/ml. Jen v této vyšší koncentraci mají ve střevě 
požadovaný zdraví prospěšný účinek [1]. 
2.2.3 Prebiotika 
Prebiotika jsou nestravitelné složky potravy, které selektivně stimulují růst a aktivitu bakterií, 
které kolonizují gastrointestinální trakt [21]. Prebiotika procházejí gastrointestinálním traktem 
až do tlustého střeva, aniž by byla natrávena enzymy trávicího traktu. K jejich štěpení dochází 
až střevními bakteriemi, které prebiotika hydrolyzují na monomery, které jsou nezbytné pro 
výživu kolonocytů a mikrobiální flóry. Mezi prebiotika se řadí oligosacharidy (hlavně 
fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy a laktulosa), inulin, laktinol a některé 
polysacharidy. U zdravého jedince by prebiotika měla tvořit v potravě asi 10% energetického 
příjmu a až 20% celkového příjmu [19]. Většina v současnosti využívaných prebiotik se 
vyskytuje jako přirozená složka v zelenině např. v cibuli, česneku, artyčocích, pórku nebo 
čekance, v menší míře i v obilovinách, ve fazolích a hrachu. Mnoho z nich je již dnes 
komerčně dostupných a využívají se jako přísady do funkčních potravin. Potraviny mohou 
obsahovat směs prebiotik a probiotik. Směsi probiotik a prebiotik, které vzájemně ovlivňují 
střevní mikroflóru, se označují jako symbiotika. Důležité je, aby přítomné prebiotikum 
skutečně selektivně podporovalo (mělo synergický efekt) přítomné probiotikum.  Prebiotika 
mohou do určité míry chránit probiotika obsažená v potravinách během výroby a skladování 
potravin nebo při průchodu trávicím traktem [21]. 
2.2.4 Bakteriociny a další antimikrobiální látky 
Různými kmeny BMK jsou produkovány bakteriociny, což jsou antimikrobiální polypeptidy, 
které účinkují na mikroorganismy stejného nebo příbuzného druhu [14]. Podle FAD (Food 
and Drug Administration) se jedná o látky bezpečné pro potravinářské účely. Bakteriociny 
jsou produkované jak grampozitivními bakteriemi (např. Lactobacillus acidophilus), tak 
gramnegativními bakteriemi (např. E. coli) [20]. Bakteriociny produkované bakteriemi 
mléčného kvašení jsou rozdělovány do čtyř tříd (Tabulka 2). 
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Tabulka 2. Třídy bakteriocinů produkované bakteriemi mléčného kvašení a příklady 
bakteriocinů [25] 
Třída Popis Bakteriocin Produkující kmen 
Třída I 
Lantibiotika 
Obsahují 
posttranslačně 
modifikované 
thioetherové 
aminokyseliny 
lanthionin a 
3-metyllanthionin 
Carnocin UI49 
Cytolysin L1 
Lacticin 481 
Lactococcin 
Nisin A,Z 
Salivaricin A 
Carnobacterium piscicola UI49 
Enterococcus faecalis 
Lactococcus lactis 
Lactococcus lactis ADRI85L030 
Lactococcus lactis ssp. lactis 
Streptococcus salivarius 20P3 
Třída II
  
Malé (<10 kDa) 
membránově aktivní 
peptidy, stabilní 
při teplotách 100-
120°C, neobsahující 
lanthionin. Dělí se do 
tří podtříd IIa, IIb, IIc.    
Acidocin 8912 
Brevicin 37 
Carnobacteriocin 
Lactacin B 
Plantaricin A, C 
Reutericin 6 
Sakacin A, P 
Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus brevis 
Carnobacterium piscicola 
Lactobacillus acidophilus 
Lactobacillus plantarum 
Lactobacillus reuteri 
Lactobacillus sake 
Třída III Velké (>30 kDa) 
teplotně stabilní  
peptidy   
Acidophilucin A 
Caseicin 80 
Helveticin J 
Lacticin A, B 
Lactobacilus acidophilus 
Lactobacillus casei B80 
Lactobacillus helveticus 
Lactobacillus delbrueckii 
Třída IV Komplexní 
bakteriociny obsahující 
protein, lipid a/ nebo 
sacharid 
Bacteriocin 
Lactocin 27 
Leuconocin S  
Pediocin SJ- 1 
Lactobacillus fermenti 
Lactobacillus helveticus 
Leuconostoc paramesenteroides 
Pediococcus acidilactici          
 
Dalšími antimikrobiálními látkami produkovanými bakteriemi mléčného kvašení jsou 
organické kyseliny. Fermentací hexos homofermentativních kmenů vzniká kyselina mléčná, 
heterofermentativní kmeny produkují směs kyseliny mléčné, oxidu uhličitého a kyseliny 
octové nebo ethanolu. Antimikrobiální účinek těchto kyselin je nejintenzivnější při nízkém 
pH. Nejsilnější inhibiční aktivitu má kyselina octová - působí na kvasinky, plísně i bakterie 
[14]. V přítomnosti kyslíku jsou bakterie schopny produkovat peroxid vodíku (H2O2). 
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2.3 Identifikace bakterií pomocí PCR 
 Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction) je enzymová metoda sloužící 
k syntéze definovaného úseku DNA in vitro. Tato metoda znamenala revoluci v metodice 
molekulární biologie, neboť umožňuje až 106 násobné pomnožení fragmentu DNA během 2-3 
hodin. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnují: 
• denaturaci templátu (DNA) 
• připojení primerů 
• extensi připojených primerů DNA polymerasou 
Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je možné metodu PCR použít pro zjištění přítomnosti 
velmi malého množství nukleové kyseliny ve vzorku. Základem úspěšné reakce je kvalitní 
templátová DNA, t.j.neporušený úsek DNA, který má být amplifikován. Dále je velice 
důležitým předpokladem navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna specifita 
reakce [5].  
Pro PCR jsou nutné: 
a) 2 oligonukleotidové primery komplementární ke koncovým sekvencím obou řetězců úseku, 
které mají být amplifikovány. 
b) cílová DNA, která slouží jako templát pro reakci. 
c) termostabilní DNA polymerasa, stálá při teplotě 95°C. 
d) směs všech čtyř deoxyribonukleotidů (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). 
e) vhodný pufr obsahující Mg2+ ionty. 
2.3.1 Požadavky kladené na primery 
Vhodná sekvence a koncentrace primerů je parametrem rozhodujícím o úspěšném výsledku 
reakce. Pro návrh vhodných primerů platí několik zásad, které však nejsou univerzální, ale 
pouze orientační [5]. Jedná se o následující požadavky: 
• zpravidla obsahují 18 – 24 nukleotidů 
• neobsahují sekvence, které umožňují vznik sekundární struktury (nejsou v nich 
inverzně opakované sekvence) 
• mají vyvážený poměr G/C a A/T párů 
• nejsou vzájemně komplementární 
• mají přijatelnou teplotu tání, která dovoluje jejich připojení k templátu (55 – 65°C), 
oba primery by měly mít podobnou teplotu tání 
 16 
• na 5´ konec je možné přidat nekomplementární base, např. pro zavedení restrikčního 
místa 
2.3.2 Termostabilní DNA polymerasy 
PCR využívá termostabilní DNA polymerasu pro opakovanou syntézu obou vláken. 
Podmínka teplotní stability enzymu je dána tím, že jedním krokem opakovaných cyklů PCR 
je denaturace DNA za vysoké teploty (95°C). Pokud by byla DNA polymerasa inaktivována, 
bylo by nutné při každém cyklu po denaturaci přidat nedenaturovanou polymerasu do směsi 
pro PCR, což by z této metody udělalo metodu velice nákladnou. 
Použití termostabilní DNA polymerasy (Taq DNA polymerasa z termofilní bakterie Thermus 
aquaticus) zajišťuje dostatečnou aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taq DNA 
polymerasa má pouze 5´ → 3´ polymerasovou aktivitu a postrádá 3´ → 5´ exonukleasovou 
aktivitu což znamená, že tento enzym není schopen opravovat chyby vzniklé při replikaci. 
Výhodou tohoto enzymu je poměrně vysoká procesivita, což je termín vyjadřující schopnost 
syntetizovat dlouhé úseky DNA. 
Kromě Taq DNA polymerasy jsou používány také Pwo a Pfu DNA polymerasy (zdroj –
Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tyto enzymy mají kromě polymerasové aktivity 
také 3´ → 5´ exonukleasovou aktivitu, umožňující opravu chybně inkorporovaných 
deoxynukleotidů. Nevýhodou je jejich nižší procesivita ve srovnání s Taq polymerasou [5]. 
2.3.3 Termocykler 
Termocykler (běžně se pro tento přístroj používá označení „PCR cykler“) je programovatelný 
termostat, který umožňuje definovaně měnit jednotlivé teploty. Hlavními požadavky jsou 
přesnost teploty a rychlost přechodu mezi jednotlivými teplotami. V současné době existuje 
celá řada výrobců těchto přístrojů s různými typy ohřevu a chlazení včetně mechanického 
přenášení mezi jednotlivými lázněmi [5]. 
2.3.4 Průběh PCR 
Jeden cyklus PCR se skládá ze tří kroků o definované teplotě a času: 
1. Denaturace templátu. Tohoto efektu je dosaženo zvýšením teploty vzorku na 95°C. DNA je 
zpravidla denaturována. Před počátkem amplifikace se zařazuje ohřev po dobu 5 minut; 
v jednotlivých cyklech je doba zpravidla 1 minuta. Je důležité, aby došlo ke kompletní 
denaturaci obou vláken. Jinak by totiž mohlo dojít k velmi rychlé renaturaci celé molekuly, 
což by zabránilo interakci s primery. 
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2. Připojení primerů (hybridizace, annealing). Druhým krokem v cyklu je renaturace vlákna 
templátové DNA s primerem. Reakční směs je ochlazena na zvolenou teplotu, která se 
pohybuje kolem 55°C. Teplota vhodná pro tuto reakci závisí na délce oligonukleotidu a na 
zastoupení A-T a G-C párů. Zpravidla je o 5°C nižší než teplota tání primeru (Tm) nebo ji lze 
vyčíst přímo z údajů výrobce primerů. 
3. Syntetická fáze. Jedná se o extensi připojených primerů DNA polymerasou. V této fázi jsou 
připojovány jednotlivé deoxynukleotidy pomocí komplementárního párování basí ve směru 
5´ → 3´. Teplota je v případě použití Taq polymerasy při tomto kroku zvýšena na 75°C, což 
je teplotní optimum tohoto enzymu. Výtěžek je závislý na vhodných reakčních podmínkách, 
které je třeba často optimalizovat. Jedná se zejména o koncentraci Mg2+ iontů a teplotu 
hybridizace (připojení) primerů.  
Kromě molekuly DNA, jejíž úsek má být kopírován, jsou v mikrozkumavce přítomné další 
složky reakční směsi: oba primery, ekvimolární směs všech čtyř oligonukleotidů, 
termostabilní DNA polymerasa a pufr zajišťující optimální průběh reakce [5]. 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem bakalářské práce byla identifikace bakterií rodu Lactobacillus. Pro jejich identifikaci 
budou použity DNA amplifikační metody, a to konkrétně rodově a druhově specifické PCR.  
Součástí práce bylo řešení následujících úkolů:  
• Izolace a purifikace bakteriální DNA Lactobacillus rhamnosus metodou fenolové 
extrakce 
• PCR s purifikovanou DNA Lactobacillus rhamnosus 
• Detekce PCR produktů pomocí agarosové gelové elektroforézy 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál, zařízení a metody 
4.1.1 Bakteriální kultury 
V experimentech byl použit bakteriální kmen Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Kultura 
v MRS médiu byla získána od Mgr. K. Turkové (VUT v Brně, Fakulta chemická) 
4.1.2 Chemikálie 
Pro přípravu médií a roztoků byly použity následující chemikálie v kvalitě p.a.: 
• Agar (Lachema, Brno, ČR) 
• Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Lachema, Brno, ČR) 
• Ethanol (Lachema, Brno, ČR) 
• Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA) 
• Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Fenol (Lachema, Brno, ČR) 
• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chloroform (Lachema, Brno, ČR) 
• Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
• Lysozym (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA) 
• RNasa A (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 
• SDS (Sigma, St. Lois, USA) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA) 
Dále byly použity běžně dostupné chemikálie v kvalitě p.a. 
4.1.3 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů ve skriptech [3]. 
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• 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Do 800 ml destilované vody bylo kvantitativně přeneseno 202,2 g EDTA a roztok byl umístěn 
na magnetickou míchačku. Hodnota pH byla upravena přidáním NaOH v peletkách na pH 8,0. 
Roztok byl doplněn destilovanou vodou do 1000 ml, přefiltrován a sterilizován 
v autoklávu. (121 °C, 15 minut). 
• 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 
V 80 ml destilované vody bylo rozpuštěno 12,1 g Tris-base. Hodnota pH byla upravena 
pomocí koncentrované HCl. Roztok byl doplněn destilovanou vodou do 100 ml a byl 
sterilizován v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
• Lyzační roztok A 
Byl smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml sterilní 
destilované vody. Roztok byl připraven sterilně. 
• Lyzační roztok B 
Byl sterilně smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml 
destilované vody. Před použitím byl do roztoku přidán lysozym (3mg/ml). Roztok byl 
připravován vždy čerstvý. 
• 10% (20 %) SDS 
V 90 ml (80 ml) sterilní destilované vody bylo rozpuštěno 10 g (20 g) SDS. Hodnota pH byla 
upravena na 7,0 několika kapkami koncentrované HCl. Roztok byl doplněn destilovanou 
vodou do 100 ml.  
• Proteinasa K (1 mg/ml, 100 µg/ml) 
Bylo naváženo příslušné množství enzymu (10 mg, 1 mg) a doplněno destilovanou vodou do 
10 ml. Roztok byl uchováván při – 20 °C. 
• Fenol 
Destilovaný fenol nasycený v TE pufru, pH 7,8. 
• CIZ 
Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1. 
• 3 M octan sodný (pH 5,2) 
V 800 ml destilované vody bylo rozpuštěno 408,1 g trihydrátu octanu sodného. Hodnota pH 
byla upravena na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Roztok byl doplněn destilovanou vodou 
do 1000 ml a sterilizován v autoklávu (121 °C, 15 minut). 
• 1 M NaOH 
V 800 ml destilované vody bylo rozpuštěno 40 g NaOH. Roztok byl doplněn do 1000 ml. 
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• TE pufr 
Sterilně byl smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml 
destilované vody. Roztok byl připraven sterilně. 
4.1.4 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením [3]. 
• 5 x TBE pufr 
V 600 ml destilované vody bylo rozpuštěno 54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité. Dále bylo 
přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Pomocí 1 M NaOH bylo upraveno pH na 8,3. Roztok 
byl doplněn destilovanou vodou do 1000 ml, přefiltrován a sterilizován v autoklávu. Před 
použitím byl 10 x naředěn (na výslednou koncentraci 45 mM Tris-base, 45 mM kyselinu 
boritou a 1 mM EDTA) destilovanou vodou. 
• Nanášecí pufr (6 x koncentrovaný) 
V 10 ml destilované vody bylo rozpuštěno 0,25 g Ficoll 400 a 0,004 g bromfenolové modři. 
Roztok byl před použitím smíchán se vzorkem hrubého lyzátu a purifikované DNA 
v poměru 1 : 5. 
• DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
Obsahuje fragmenty délky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 
a 1500 bp. 
• Agarosový gel 
0,8 %: 0,8 g agarosy bylo rozpuštěno ve 100ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
1,5 %: 1,5 g agarosy bylo rozpuštěno ve 100ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
1,8 %: 1,8 g agarosy bylo rozpuštěno ve 100ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
• 0,5 µg/ml ethidium bromid 
500 µl roztoku EtBr (500µg/ml) bylo zředěno 500 ml sterilní destilované vody. 
4.1.5 Komponenty pro PCR 
4.1.5.1 Komponenty PCR pro rod Lactobacillus 
• Voda pro injekce ČSL 4 (Biotika, Slovenská Lupča, SR) - dále označovaná jako voda 
pro PCR  
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10x koncentrovaný) (Top-
Bio, Praha, ČR) 
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100 mM Tris-HCl (pH 8,8 při 25 °C), 500 mM KCl, 1 % Triton X-100,15 mM MgCl2 
• dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Oligonukleotidové primery (Top-Bio, Praha, ČR) 
 LbLMA1-rev (10 pmol/µl), R16-1 (10 pmol/µl) 
• Taq DNA polymerasa 1.1 (1U/ml) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• PPP master mix (2x koncentrovaný) (Top-Bio, Praha, ČR) 
150 mM Tris-HCl, pH 8,8, 40 mM (NH4)2SO4, 0,02 % Tween 20, 5 mM MgCl2, 
400 µM dATP, 400 µM dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq-Purple DNA 
polymerasy, stabilizátory a aditiva 
4.2 Přístroje a pomůcky  
• Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Digitální fotoaparát Demage Z5 (Konica Minolta, USA) 
• Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 µl (PZ HTL, Varšava, 
Polsko) 
• Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
• Laboratorní váhy B0430 (Ohaus, USA) 
• NanoPhotometerTM (Implen, Německo) 
• Minicycler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA) 
• Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA) 
• Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA) 
• Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, 
model OSP 300 (Owl Scientific, USA) 
• Běžné laboratorní sklo, umělohmotný materiál a běžné laboratorní pomůcky  
4.3 Použité metody 
4.3.1 Lyze buněk 
• Sediment byl resuspendován v 1 ml roztoku A (viz 3.1.3). 
• Po centrifugaci (15000 ot/min) po dobu 3 minut byl odstraněn supernatant a 
k sedimentu bylo přidáno 500 µl roztoku B (viz 3.1.3) a směs byla dokonale 
resuspendována. 
• Vzorky byly inkubovány při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny. 
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• K suspenzi bylo přidáno 25 µl 10 % SDS a 5 µl proteinasy K (100 µg/ml). 
• Vzorky byly inkubovány při 55°C po dobu 1 hodiny. 
• Ke vzorku bylo přidáno 10 µl RNasy A (100 µg/ml) a po promíchání byla suspenze 
inkubována při 37°C po dobu 30 minut. 
4.3.2 Fenolová extrakce DNA 
• K lyzátu buněk (500 µl) byl přidán stejný objem fenolu. 
• Směs byla kývavým pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 min. 
• Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 3 min. 
• Byla odebrána vodní fáze s DNA do čisté Eppendorfovy zkumavky, ke které bylo 
přidáno 700 µl směsi chloroform-isoamylalkohol (24:1) a vzniklá směs byla opatrně 
promíchávána kývavým pohybem po dobu 4 min. 
• Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 3 min. 
• Vodní fáze s DNA byla odebrána do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
4.3.3 Srážení DNA ethanolem 
• Ke vzorku DNA bylo přidáno 1/10 objemu 3M octanu sodného a směs byla 
promíchána. 
• Byl přidán 800 µl 96 % ethanolu p.a. a obsah byl promíchán. 
• DNA byla ponechána k vysrážení při -20°C po dobu 15 min. 
• Vzorky byly centrifugovány při 15000 ot/min po dobu 15 min, po centrifugaci byl 
supernatant opatrně slit. 
• Sediment DNA byl vysušen v exikátoru po dobu asi 15 min. 
• Získaná DNA byla rozpuštěna v 200µl TE pufru. 
• Takto připravená DNA byla použita pro spektrofotometrické měření a pro rodově 
specifickou PCR. 
4.3.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA 
• Měření bylo prováděno na spektrofotometru NanoPhotometerTM. 
• Pro nastavení spektrofotometru byl nejprve proměřen TE pufr. 
• Poté byl proměřen vzorek DNA. 
• Na přístroji byla přímo odečtena koncentrace vzorku DNA. 
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4.3.5 Rodově a druhově specifická PCR s purifikovanou DNA 
Pro rodově specifickou PCR byla použita DNA o koncentraci 10 ng/µl a primery specifické 
pro druh Lactobacillus o velikosti asi 250 bp [15].  
LbLMA1-rev  CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
R16-1  CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 
Složení směsi pro PCR je uvedeno v Tabulce 1. 
 
Tabulka 1. Složení směsi pro PCR pro rod Lactobacillus 
Komponenta Množství (µl) 
voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
směs dNTP (10 mM) 0,5 
primer LbLMA1 (10 pmol/ µl) 0,5 
primer R16-1 (10 pmol/µl) 0,5 
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
 
Pro druhově specifickou PCR byla použita DNA o koncentraci 10 ng/µl a primery  
Pr I  CAG ACT GAA AGT TCT GAC GG 
Rha II GCG ATG CGA ATT TCT ATT ATT 
specifické pro rod Lactobacillus rhamnosus [15]. Složení směsi pro PCR je uvedeno 
v Tabulce 2. 
 
Tabulka 2. Složení směsi pro PCR pro druh Lactobacillus rhamnosus 
Komponenta Množství (µl) 
voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
směs dNTP (10 mM) 0,5 
primer LbLMA1 (10 pmol/ µl) 0,5 
primer R16-1 (10 pmol/µl) 0,5 
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
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4.3.5.1 Průběh amplifikace 
• Vzorky obsahující všechny komponenty byly opatrně promíchány a krátce 
cetrifugovány. 
• Vzorky byly vloženy do termocykleru, který pracoval podle předem nastaveného 
programu LBC ROD (Tabulka 3) a LBC RHA (Tabulka 4). 
 
Tabulka 3. Program PCR s rodově specifickými primery 
Krok Teplota (°C) Čas (min/sec) 
1. Hot start 95 5 
2. Denaturace DNA 95 30* 
3. Hybridizace primerů 55 30* 
4. Syntéza DNA 72 30* 
5. Prodloužení syntézy DNA (poslední krok syntézy) 72 10 
 
• Po prvním cyklu byl krok 2 – 4 zopakován v dalších 29 cyklech, v posledním cyklu 
byla syntéza prodloužena na 10 minut. * Čas je uveden v sekundách. 
 
Tabulka 4. Program PCR s rodově specifickými primery 
Krok Teplota (°C) Čas (min/sec) 
1. Hot start 94 5 
2. Denaturace DNA 94 30* 
3. Hybridizace primerů 58 30* 
4. Syntéza DNA 72 1 
5. Prodloužení syntézy DNA (poslední krok syntézy) 72 5 
 
• Po prvním cyklu byl krok 2 – 4 zopakován v dalších 29 cyklech, v posledním cyklu 
byla syntéza prodloužena na 10 minut. * Čas je uveden v sekundách. 
4.3.6 Detekce rodově a druhově specifických PCR produktů agarosovou gelovou 
elektroforézou 
• Byl připraven 1,8 % agarosový gel pro detekci rodově specifických PCR produktů 
(250 bp), pro detekci druhově specifických PCR produktů byl použit gel o 
hustotě 1,5 %. 
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• K celkovému množství 25 µl PCR produktu bylo přidáno 5 µl nanášecího pufru. 
• Do jednotlivých komůrek gelu byly naneseny připravené PCR směsi a DNA standard 
100 bp žebříček (100 – 1500 bp). 
• Gel byl vložen do elektroforetické vany a byl převrstven 0,5x  koncentrovaným TBE 
pufrem (do výšky 3-5 mm nad gel) a elektroforéza byla spuštěna (pod napětím 60 V). 
• Elektroforéza byla ukončena, jakmile nanášecí pufr doputoval do 2/3 délky 
agarosového gelu. 
• Gel byl obarven v lázni s ethidium bromidem (1 µg/ml), barvení probíhalo asi 
1 hodinu. 
• Obarvený gel byl prohlížen na transiluminátoru v UV světle. 
• Výsledky byly zdokumentovány digitálním fotoaparátem. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Izolace DNA 
Použitá DNA byla izolovaná z bakteriální kultury laboratorního kmene Lactobacillus  
rhamnosus CCM 1825T fenolovou extrakcí a vysrážena ethanolem. Spektrofotometricky byla 
stanovena koncentrace izolované DNA c = 35,4 ng/µl. 
 
5.2 Rodově specifická PCR Lactobacillus s celkovou izolovanou DNA 
Rodově specifická PCR byla provedena pomocí primerů LbLMA1 a R16-1 [15]. Směsi pro 
PCR byly připraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Výsledky agarosové gelové 
elektroforézy PCR produktů a schéma nanesení vzorků na gel jsou uvedeny na Obr. 1.  
 
Obr. 1 Agarosová gelová elektroforéza rodově specifických produktů PCR (250 bp). 
Amplifikován byl 1 µl (35,4 ng) celkové izolované DNA. 
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Běh Vzorek 
Množství PCR 
produktu (µl) 
Detekce PCR 
produktu 
1 Negativní kontrola (bez DNA) 25 - 
2 Negativní kontrola (bez DNA) 25 - 
3 Pozitivní kontrola (c = 10 ng/µl) 25 + 
4 Purifikovaná DNA (c = 35,4 ng/µl) 25 + 
5 Purifikovaná DNA (c = 35,4 ng/µl) 25 + 
6 Purifikovaná DNA (c = 35,4 ng/µl) 25 + 
8 Velikostní standart (5 µl) -  
+ PCR produkt byl detegován, - PCR produkt nebyl detegován 
V rodově specifické PCR byl detegován specifický amplikon o velikosti 250 bp. 
5.3 Druhově specifická PCR Lactobacillus  rhamnosus  
Druhově specifická PCR byla provedena pomocí druhově specifických primerů PrI a RhaII 
[15]. Směsi pro PCR byly připraveny a DNA amplifikována dle postupu uvedeného v kapitole 
4.3.5. Výsledky detekce PCR produktů jsou uvedeny na Obr. 2. 
 
Obr. 2 Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (200 a 400 bp) specifických pro druh 
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Amplifikován byl 1 µl DNA. 
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Běh Vzorek 
Množství PCR 
produktu (µl) 
Detekce PCR 
produktu 
1 Negativní kontrola (bez DNA) 25 - 
2 Velikostní standard (5 µl) - - 
4 Pozitivní kontrola (c = 10 ng/µl) 25 + 
6 Negativní kontrola (bez DNA) 25 - 
+ PCR produkt byl detegován, - PCR produkt nebyl detegován 
V druhově specifické PCR byly detegovány specifické amplikony. 
5.4 Citlivost amplifikace DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T   
Stanovení nejnižšího množství DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T dávajícího po 
amplifikaci detekovatelný produkt. Citlivost PCR byla stanovena pomocí druhově 
specifických primerů PrI a RhaII [15]. Směsi pro PCR byly připraveny a DNA byla 
amplifikována dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. K amplifikaci byla použita DNA o 
koncentraci 10 ng/µl, která byla dále zředěna na koncentrace 1 ng/µl, 100 pg/µl, 10 pg/µl, 1 
pg/µl a 100 fg/µl.  Výsledky detekce PCR produktů jsou uvedeny na Obr. 3. 
 
Obr. 3 Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR (400 a 200 bp) specifických pro druh 
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Amplifikováno bylo různé množství DNA (10 ng –
 100 fg).  
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Běh Vzorek 
Množství PCR 
produktu (µl) 
Detekce PCR 
produktu 
1 Velikostní standard (5 µl) - - 
2 Pozitivní kontrola (c = 10 ng/µl) 25 + 
3 Purifikovaná DNA (c = 1 ng/µl) 25 + 
4 Purifikovaná DNA (c = 100 pg/µl) 25 - 
5 Purifikovaná DNA (c = 10 pg/µl) 25 - 
6 Purifikovaná DNA (c = 1 pg/µl) 25 - 
7 Purifikovaná DNA (c = 100 fg/µl) 25 - 
8 Negativní kontrola 25 - 
+ PCR produkt byl detegován, - PCR produkt nebyl detegován 
Nejnižší množství DNA Lactobacillus rhamnosus, které se amplifikovalo v PCR za vzniku 
amplikonů detegovatelných na gelu byl 1 ng. 
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6 DISKUZE 
Složení střevní mikroflóry je považováno za faktor výrazně ovlivňující zdraví hostitele. 
Vzhledem k tomu, že u některých druhů Lactobacillus byly prokázány klinické účinky (např. 
posílení imunitního systému, prevence průjmových onemocnění a další), jsou laktobacily 
často používány k přípravě fermentovaných mléčných výrobků a jsou pro své probiotické 
účinky součástí  potravinových doplňků. 
Nejčastěji využívanými metodami identifikace bakterií jsou amplifikační metody (např. PCR) 
založené na analýze nukleotidové sekvence kódující 16S rRNA nebo oblasti mezi geny pro 
16S rRNA a 23S rRNA. Pro identifikaci bakterií druhu Lactobacillus rhamnosus byla 
izolována a purifikována DNA z bakteriální kultury Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. 
6.1 Izolace DNA metodou fenolové extrakce 
Fenolová extrakce a následné srážení ethanolem je jednou z možných metod izolace 
bakteriální DNA. Přestože je tato metoda poměrně zdlouhavá, patří k nejpoužívanějším. 
Správné zvládnutí metody izolace DNA je předpokladem úspěšnosti PCR, obzvlášť pokud se 
jedná o amplifikaci DNA izolované z reálných vzorků. Identifikaci probiotických laktobacilů 
na úrovni rodu umožnilo použití specifických primerů LbLMA1 a R16-1 [15]. Izolovaná 
DNA byla amplifikována a detekce PCR produktů byla prováděna na 1,8 % agarosovém gelu. 
Velikost PCR produktu byla asi 250 bp. Pomocí PCR s rodově specifickými primery bylo 
ověřeno, že DNA se amplifikuje a byla tedy izolována v dostatečné čistotě a množství. 
6.2 Druhově specifická PCR Lactobacillus rhamnosus a stanovení její citlivosti 
Druhově specifická PCR byla provedena pomocí primerů PrI a RhaII, specifických pro druh 
Lactobacillus rhamnosus [15]. Detekce PCR produktů o velikosti 400 a 200 bp byla 
prováděna na 1,5 % agarosovém gelu. Nejnižší množství DNA, které se amplifikovalo v PCR 
za vzniku amplikonu detegovatelného na gelu bylo 1 ng nebo 100 pg. 
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7 ZÁVĚR 
V teoretické části práce byla provedena základní charakteristika bakterií rodu Lactobacillus a 
bylo pojednáno o využití tohoto rodu, včetně jeho využití jako probiotik v potravinářském 
průmyslu. Pozornost byla věnována identifikaci probiotických laktobacilů s využitím metody 
PCR. 
Cílem experimentální části práce bylo prokázat přítomnost probiotického druhu Lactobacillus 
rhamnosus pomocí PCR. DNA byla izolována metodou fenolové extrakce. Izolovaná DNA 
byla relativně intaktní (detekce byla prováděna na 0,8 % agarosový gelu). Pro ověření 
amplifikovatelnosti DNA ve vzorku byla provedena rodově specifická PCR Lactobacillus 
s primery LbLMA1 a R16-1.  Byl detekován specifický amplikon o délce 250 bp. Probiotický 
druh Lactobacillus rhamnosus byl identifikován pomocí druhově specifické PCR s primery 
PrI a RhaII. Byly detegovány specifické amplikony o délce 200 bp a 400 bp. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
AT adenin a thymin 
bp pár bazí (base pair) 
dATP 2‘-deoxyadenosin 5‘-trifosfát 
dCTP 2‘-deoxycytidin 5‘-trifosfát 
dGTP 2‘-deoxyguanosin 5‘-trifosfát 
dNTP deoxyribonukleosidtrifosfát 
dTTP 2‘-deoxythymidin 5‘-trifosfát 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 
GC guanin a cytosin 
PCR polymerázová řetězová reakce 
RNA ribonukleová kyselina 
SDS dodecylsulfát sodný 
TBE pufr Tris-borát-EDTA 
TE pufr Tris-EDTA 
 
